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日本国産ハチミツによる肺胞マクロファージの
免疫機能に及ぼす影響























































































管支肺胞洗浄液（Broncho Alveolar Lavage Fluid:BALF）とした。
36 日本国産ハチミツによる肺胞マクロファージの免疫機能に及ぼす影響
2）肺胞マクロファージ（Alveolar Macrophages：AM）の調製
AMの調製は、前述で得られた BALFを 1000rpm、10 分間、4℃で遠心後、上清を取り除き
R(+)培養液 [RPMI1640（ナカライテスク）500mlに 10％ FCS55.6ml、ペニシリン（明治製菓）
100U/ml、ストレプトマイシン（明治製菓）100μg/mlを含んだもの ]0.5mlを加えて懸濁した。




96 穴細胞培養プレートに、前述で調製した AMを 5× 105 個 /mlとなるよう R(+)で調製した
細胞浮遊液 100μlを加え、LPSは R(-)で 100μg/mlに調製、分注して－ 20℃で保存し、それを
培養前 R(-)で最終濃度 10μg/mlとなるよう調製し添加した。1－ 3）で調製したハチミツは
PBS(-)で最終濃度 5mg/mlになるようにそれぞれ加え全量を 200μl/wellにし、37℃のインキュ





サイトカイン全 RNAの抽出は、2－ 3）で得た細胞溶解液 200μlをエッペンチューブに取り、
H2O-phenol200μl、2M Sodium Acetate20μl、CIAA80μlを加えて撹拌し、15000rpm、5分間、4℃
で遠心した。その後、新しいエッペンチューブに 100%エタノール 400μlを取り、上清 200μlを
加えて撹拌した後、－ 80℃で 15 分間放置した。再び 15000rpm、30 分、4℃で遠心し、上清を
取り除き、SolutionD300μl、Phenol/CIAA300μlを加え撹拌し、15000rpm、5分間、20℃で遠心
した。遠心後、新しいエッペンチューブに 100%エタノール 700μlを取り、上清 300μlを加え撹
拌し、－ 80℃で 15 分間放置した。その後、15000rpm、20 分、4℃で遠心し、上清を取り除き、
75%エタノール 1000μlを加え撹拌し、15000rpm、10 分、4℃で遠心して上清を取り除き、アス
ピレーターで 20 分間乾燥させた。これを全 RNAとした。
ii ）cDNAの作製
上記の全 RNAを乾燥した後、超純水 10μl、ランダムプライマー（Rondom Primer:RP、宝酒
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イマー（β -actin、IL-1 β、IL-1RA[Receptor Antagonist:RA]、IL-6、IL-12、IL-17 、TNF-α [Tumor 




せた。なお、1サイクルは 95℃ denature、56℃ annealing、72℃ extensionを各 30 秒とし、30

































ビーカーに 40%アクリルアミド 7ml、超純水 27.75ml、10× TEB 1.75ml、TEMED 44μl、10%APS 
350μlを加えて撹拌し、ガラス版に流し込み 8%アクリルアミドゲルを作成した。その後、前述
で得た PCR産物 18μlをゲルの溝に流し込み、40mA、120 分電気泳動を行った。分子量マーカー
は、pBR322 DNA-MSP Ⅰ Digest(BioLads)1μlを使用し、同様に電気泳動を行った。電気泳動後、
ゲルをエチジウムブロマイドで 20 分間染色し、蒸留水で軽く洗浄した後、遺伝子定量解析シス
テムで PCR増幅産物のバンドを検出した。検出したバンドは、Scion Image(Scion Corporation)





値を求め p＜ 0.05 を有意とした。
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3.結 果
1.AMの細胞数
BALによって回収されたマウス 1匹あたりの AMの総細胞数は、1.62 ± 0.60 × 105 個 /ml/
匹（mean± S.D.）であった。
2.AMのサイトカインmRNA発現
IL-1 β mRNA発現比率は LPS非刺激 0.07 ± 0.13（mean± S.D.）、LPS刺激 0.78 ± 0.29、
CXCL2 mRNA発現比率は LPS非刺激 0.01 ± 0.005、LPS刺激 0.92 ± 0.18、CXCL1 mRNA発現
比率は LPS非刺激 0.01 ± 0.005、LPS刺激 0.76 ± 0.33、TNF-αmRNA発現比率は LPS非刺激
0.29 ± 0.28、LPS刺激 0.83 ± 0.31 で、IL-1 β、CXCL1、CXCL2、TNF-αは LPS非刺激に比較
して LPS刺激で有意（p＜ 0.01）な増加が認められた。IL-1RA mRNA発現比率は LPS非刺激
0.27 ± 0.08、LPS刺激 0.42 ± 0.31、IL-6 mRNA発現比率は LPS非刺激 0.01 ± 0.005、LPS刺激
0.13 ± 0.13、IL-12 mRNA発現比率は LPS非刺激 0.13 ± 0.21、LPS刺激 0.13 ± 0.14、IL-17 mRNA
発現比率は LPS非刺激 0.06 ± 0.16、LPS刺激 0.03 ± 0.07、CXCL4 mRNA発現比率は LPS非刺
激 0.06 ± 0.16、LPS刺激 0.04 ± 0.07 で有意な差は認められなかった（図 1）。LPS刺激により、



































IL-1 βmRNA発現比率は、ハチミツ非添加のコントロール群 0.07 ± 0.13（mean± S.D.）に
比べて、京産ハチミツ 0.26 ± 0.16、そばハチミツ 0.21 ± 0.12、くりハツミツ 0.82 ± 0.50、白花




IL-1 β mRNA発現比率は、コントロール群で 0.78 ± 0.29、そばハチミツ 0.41 ± 0.41、くり
ハチミツ 0.48 ± 0.13、白花豆ハチミツ 0.64 ± 0.36 で抑制傾向が認められたが、京産ハチミツ




TNF-α mRNA発現比率は、コントロール群で 0.29 ± 0.28（mean± S.D.）、京産ハチミツ








































図 2　ハチミツによる AMの IL-1 β mRNA発現への影響
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TNF-αmRNA発現比率は、コントロール群 0.83 ± 0.31 で、京産ハチミツ 1.00 ± 0.21、そば
ハチミツ 0.21 ± 0.28、くりハチミツ 0.59 ± 0.13、白花豆ハチミツ 1.03 ± 0.26、とちハチミツ
























































を示す。IL-1 β及び TNF-αは AMの活性化に関わり、IL-1 βは AMが刺激を受けることで最
初に産生される炎症性サイトカインである。また、IL-1 βは、マクロファージや好中球に作用
し好中球流入に関わるケモカインである CXCL1,2mRNA発現量を増加させる報告がある
[13,14]。今回の結果からも LPSにより IL-1 βが産生され、肺胞マクロファージに作用した結果













が認められた。このことから、免疫の正常状態では、ハチミツは AMの IL-1 β及び TNF-αの
mRNA発現を増強させることが示唆された。一方、LPS刺激による免疫亢進状態では、増強さ
れた IL-1 βの mRNA発現をくろがねもちハチミツはさらに増強させ、くりハチミツは LPS刺
激により増強された TNF-αのmRNA発現を逆に抑制した。
以上の結果より、AMで LPS刺激により強く発現するサイトカインは IL-1 β、TNF-α、
CXCL1,2 で、IL-1 β ,TNF-αのmRNA発現を最も増強させたハチミツは、くろがねもちハチミ
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Honey is used not only as a natural food, but also as a traditional medicine for colds, skin 
inflammation and burns wounds as well as general health care. We proposed that Jungle honey in 
Nigeria would have potential biological effects, especially on immune cell activity. However, the 
effects of Japanese honey on immune functions are not clearly known. Therefore, we investigated 
the effects of Japanese honey on immune functions of alveolar macrophages that play an important 
role of immune system in the lung. The mRNA expressions of IL-1 β ,TNF- α and CXCL1,2 in 
alveolar macrophage were significantly increased by LPS stimulation. Kyoto Sangyo honey as a 
kind of Japanese honey enhanced the mRNA expression of cytokines at the concentration of 5mg/
ml. Various Japanese honeys also enhanced IL-1 β and TNF- α mRNA expressions. However, 
Chest nut honey inhibited enhanced-TNF- α mRNA expression by LPS stimulation. Japanese 
honeys enhance the immune functions and the effects differ by the difference flower sources of 
honeys. These results suggest that Japanese honeys may contribute to modification of immune 
functions.
Keywords: Japanese honey, Alveolar macrophage, Cytokine, Immune function, IL-1 β
